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分 离 纯 化 及 其 性 质 的 研究 


(中 国 科学 院 上 海 生物 化 学 研究 所 
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采用 DEAE- 44 X4: EMO IDIXEOES MEE, 3$ —T39 ES AH IE 
HK, pr- EATER GORGE CDGKHB, GDOEOEGSEOERA. X — RE 
4r0.1M NaCl&j vp xk gt MT AE d. ELACH — RESELLER RT 
文 已 报道 的 突 抽 前 神经 毒素 。 

dx dug ER NERA ERA Pu db dL XE VUL, SERERE EE A 3E— 
经 磷酸 -纤维 素 ，CM-Sephadex C-50 和 Sephadex G~75 福 层 析 纯化 ， 得 到 一 个 
本 聚 西 烽 醚 胺 凝 胶 电 泳 上 为 一 条 区 带 的 单一 蛋白 。 其 分 子 量 为 13, 800 左 右 ， 由 
DDBAXdmEA4dSAS, EKeCINAM 041), E EN, HAREMA F 
出 点 为 9,3。 

Ao XdbdtdpsbESNRA MEN HD, osESHRNEA XORIROPON GS EX 
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在 动物 毒素 中 普遍 含有 磷 随 酶 A 〈 以 下 简称 PhA) ， 蛇 毒 则 是 PhA 最 丰富 的 来 源 之 
一 。 昆 明 泪 物 研究 所 四 室 c1?、 上 海 生 化 研究 所 527 分 别 对 于 我 国 常见 的 儿 神 蛇毒 PhA 的 
醇 活 性 的 测定 证 明了 DhA 在 各 科 蛇 者 中 的 存在 。 其 中 以 眼镜 蛇毒 、 金 环 蛇 考 的 活力 较 
高 ， 而 烙铁 头 蛇毒 、 竹 上 时 青 蛇 毒 的 活力 欧 低 。 

蛇毒 PhA 是 属于 A ,型 ， 显示 在 催化 磷 酯 脂肪 酸 的 酯 链 水 解 时 ， 其 忆 置 和 立体 的 专 
一 性 。PhA 的 毒性 在 于 能 使 血液 中 卵 玖 酯 水 解释 放出 一 分 子 脂肪 酸 而 成 为 溶血 卯 磅 酯 ， 
从 而 使 红细胞 溶解 ， 析 出 血红 蛋白 ,产生 溶血 效应 。 放 PhA 也 被 传统 地 称 为 “间接 溶血 
素 ”。 近 年 来 对 蛇毒 PhA 的 深入 研究 表明 对 心血 管 系统 及 神经 系统 都 有 直接 毒性 作用 ， 
能 引起 动物 肺 出 血 ， 心 室 纤维 性 颤动 ， 直 至 强直 收缩 ， 而 且 能 导致 呼吸 抑制 、 直 至 得 迷 
死亡 。 

1968 年 以 来 ， 从 各 种 兹 毒 中 分 离线 化 PhA 的 制剂 (包括 一 些 结晶 ) 已 有 四 、 五 十 种 之 
ZO D 其 中 己 完 成 氨基 酸 硕 序 测定 的 也 有 过 二 十 种 。 氨基酸 顺序 表明 各 种 蛇毒 中 的 PbA 
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具有 很 多 胡 似 之 处 ， 共 同 的 特征 是 有 较 高 的 二 硫 键 含量 ， 从 而 具 极 好 的 热 稳定 性 ， 成 为 
蛇毒 中 特异 的 酶 .PhA 的 分 子 量 在 海蛇 科 蛇 毒 中 一 般 为 11, 000 左 右 ; 在 眼镜 蛇 等 其 他 科 属 
的 蛇毒 中 在 12, 000~15, 000 之 间 ， 其 中 有 些 PhA 是 以 其 分 子 量 为 30, 000 的 二 聚 体 存 在 。 

本 文 报道 浙江 是 蛇毒 碱 性 PhA 的 分 离 纯化 及 其 一 些 性 质 的 研究 。 采用 DEAE- 纤 维 
素 柱 息 析 将 浙江 昌 蛇 毒 进行 分 离 后 ， 测 得 二 个 PhA 活 性 峰 。 其 中 之 一 是 在 含 0.148 NaCl 
的 缓冲 液 洗 脱 下 来 的 ， 在 这 一 活性 蜂 中 又 包含 着 一 个 酸性 PhA 和 一 个 我 们 在 前 文中 已 经 
报道 的 突 触 前 神经 毒素 [5]。 另 一 个 在 用 平衡 缓冲 液 最 先 洗 脱 下 来 的 PhA 活 性 峰 , 再 经 磷 
酸 - 纤 维 素 ，CM-Sephadex C-50 及 Sephadex G-75 柱 层 析 纯 化 ， 得 到 一 个 在 聚 两 燃 栈 耽 
凝 胶 电泳 上 为 单一 区 带 的 、 分 子 量 为 13, 800 左 右 ， 等 电 点 为 9.3 的 单 链 茂 性 PhA。 


材 料 


蜡 蛇 毒 为 上 海 花木 公司 实验 动物 材料 供应 站 供给 (1980 年 采集 冷冻 干燥 成 粉 状 ， 存 
Tux), DEAE- tk (DE-22), CM-Sephadex C-50, 磷酸 ~ 纤维 素 、 Sephadex 
G-75 均 为 Pharmacia 产 品 ， 玮 义 双 丙 烯 酌 胺 为 Aldrich 产 品 ， 四 四 基 乙 二 胺 为 BDH 产 
品 ， 肌 红 蛋 白 为 Sigma 产 品 ， 孵 白 蛋白 、 且 蛋白酶 、 糜 蛋白酶 、 植 草 杆菌 酶 、 核 糖 核酸 
酶 及 Ampholine (pH 4 —10), 均 为 生化 研究 所 东风 生化 试剂 厂 产品 ， 其 它 试剂 均 为 国 


Pa. 


实验 方法 与 结果 


一 、 碱 性 FhA 的 分 离 纯 化 
1。 DEAE-HA X REM (H1) 
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BERGL EM BE E D ATH, HET 1003E3p$0.01M EDTABgO.01M BERR EE Dii 
中 ， 离 心 去 除 沉淀 物 ， 上 清流 用 NaOH 调 到 pH8,0， 上 DEAE- 纤 维 雪 村 〈 柱 体积 为 5.5 
x50J2K, Hj0.01M BERE ERE PH ,8 平衡 ) ， 用 体积 各 为 6000 训 升 的 平衡 缓冲 波及 含 
0.1MNaCl 的 缓冲 液 作 直线 梯 谈 洗 脱 ， 然 后 再 分 别 用 0.28 0.4M、1.0M NaCl 作 分 级 
洗 脱 。 洗 脱 液 用 部 分 收集 器 收集 ， 每 瓶 100 毫 升 ， 每 小 时 收集 200 毫 升 。 碱 性 Ph 人 组 分 收 
RERO 一 8 瓶 ， 合 并 收集 液 经 超 滤 浓缩 后 进行 第 二 步 分 离 。 

2. HR-F REREH (图 2) 


— 0.06M NH,Ac. | ——— — ———— 0.05 NILAeH ha pH 6.0 -一 一 一 一 一 
Eh pH 6,0 BC 31.0MM NaC] 


玻 作 PhA 








Q 20 44 8) B0 100 M 


图 2 磷酸 -纤维 素 柱 层 析 图 谍 


从 DEAE- 纤 维 素 柱 层 析 收 集 的 含 碱 性 PhA 部 分 《 约 1 克 ) 调节 其 pH 和 离子 强度 与 
HESSE (0.08M. NH, Ac, pH6.0) 相同 后 上 磷酸 -纤维 素 柱 〈3 x 20]EDIO , 先 用 
平衡 缓冲 液 (240 毫 升 ) 作 第 一 步 洗 脱 , MUS TELF HEBUR 20500 E JEROCE HE 2E TP CRUS 1.041 
NaCI 的 缓冲 液 作 直线 梯度 洗 脱 。 用 部 分 收集 器 收集 ， 每 管 10 毫 升 , 每 小 时 收集 60 毫 升 。 
厌 性 PhA 收 集 在 第 88~96 


T 0.05M NH, Ac Ropi pH 8.0 
3. CM-Sephadex C- 梯度 至 0.4.M NCI 
50 柱 吕 析 【〈 图 3) MPEPEA 
将 殉 酸 -纤维 素 柱 层 析 
收集 的 硕 性 PhA 部 分 ( 约 500 


毫克 ) 调节 其 pH 和 离子 强 
度 与 柱 平衡 缓冲 液 〈0.0544 
NaAc, pH6,0) 相同 后 上 
CM-Sephadex C-50 柱 (3 
x20] 3X), HERA 29500 
毫升 的 平衡 缓冲 液 及 含 0.4 iE: 

M NaCi 的 缓冲 液 作 直 线 梯 图 3 CM-Sephadex C-50 柱 层 术 图谱 
度 洗 脱 。 用 部 分 收集 器 收 
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集 ， 每 管 10 豪 升 ， 每 小 时 收集 60 毫 
升 。 碱 性 PhA 组 分 收集 在 第 54~62 
管 ， 合 并 收集 液 用 旋转 蒸发 浓缩 ， 再 
经 Sephadex (G-15 脱 盐 ， 冷冻 干 爆 成 





E 干粉 。 
de Sephadex G-75:8 EXT CE 
4) 
JACM-Sephadex C-50 柱 层 析 得 
T E 2: o 到 的 碱 性 PhA 于 粉 〈《 约 20 毫 克 ), 用 柱 
ew 平衡 缓冲 液 0.0217 NaHCO, H0. 2M 
图 4 Sephadex G-75 拉 县 析 图 谱 NaCj，pH7 ,2 溶解 后 上 SephadexG- 


75 柱 《1 x 100 厘 米 )。 用 部 分 收集 器 收集 ， 每 管 4 毫升 ， 每 小 时 收集 24 毫 升 。 碱 性 ThA 
组 分 收集 在 第 17 一 20 管 ， 经 旋转 蒸发 浓缩 后 ， 用 Sephadex G-15 脱盐 ， 冷 冻 干 燥 ， 即 得 
到 纯化 的 碱 性 PhA (每 次 约 15 训 克 ) ， 贮 存 于 冰箱 备用 。 


二 、 纯 度 鉴定 


1。 pH2.9 I ELIE REOR IL A EKI 

AR: GEHE HEC —2.696, 凝 胶 浓 度 T=10%， 以 pH2.9 和 OH-HAc 缓 冲 WE 
胶 。 浓 缩 胶 ，C o—2.696, T—394, EpHe.7 KOH-HAc 缓 冲 液 配 胶 。 电 极 缓冲 液 为 
0.374 甘 氨 酸 -柠檬 酸 组 冲 液 PH3.2。 上 档 接 正极 ， 下 槽 接 负极 。 

样品 100 微 克 深 于 含 10% EHE REL AR PEZ ECT B, LA INE 0.01%% e E TE 
指示 剂 。 控 制 电 流 每 管 2 毫 安 ， 电 压 100V， 电泳 时 间 为 6 小 时 ， 以 冰 水 浴 保 持 电极 组 
冲 液 温度 低 于 10C。 电 旋 完 毕 取出 凝 胶 ， 先 用 10 人 外 三 握 栈 酸 固定 10 分 钟 ， 然 后 经 水 洗 几 
ji. 50.259428 HE R 22508 3e iK. {乙醇 : 冰 酯 酸 :水 =4:1:5YV17Y) 染色 
1 小 时 ， 用 脱色 液 (CLER: KERN IK — 4: 1:5 VIV) 脱色 。 

2. pH8.9 SDS-JEW ELIGE e RC 

AREE. C o—2.69$, T —1396, DIpHa8.9 Tris-HCI 缓 冲 液 加 0.1%3Do AR, K 
缩 胺 , C =2.6%，T= 3 外 ， 以 pH6,7 Tris-HC1 缓 冲 液 加 0.1%SDS 配 胶 。 电 极 缓冲 液 
为 pH8 .3 的 0.37 邓 甘 所 酸 -Tris 缓 冲 液 稀 释 5 倍 后 加 0.1%SD5。 上 梢 接 负 极 ， 下 糟 接 正 
极 。 

样品 50 和 人 微克， 用 含 1 %SDS 加 0.196302 3E Z NOB IR ER PECEES TC 保温 3 小 时 ， 电 泳 
前 加 入 一 小 滴 0.1% 溴 酚 蓝 液 作 指示 剂 。 控 制 电流 每 管 2 豪 安 ， 电压 50Y， 电泳 时 间 为 
4.5 小 时 〈 室 温 ) 。 蛋 白 的 固定 、 染 色 、 脱 色 与 以 上 PH2.9 电 泳 条 件 相同 。 

3。 REESE ERR tk] 

HEC —2.696, T— 596, WA 2 9$ Ampholine (pH 4 —10), radi, LWA 
0.496 Z, BUE, HERR. 下 模 为 0.2% 硫 酸 ， 接 正极 。 

样品 100 微 克 ， 溶 于 含有 2 % Ampholine (pH 4—10) ROKER HC P, RA 
蓝 作 指示 剂 。 控 制 电 流 每 管 1 豪 安 ， 电 压 50Y 。 电 泳 在 冰 水 浴 中 过 夜 〈 药 16 小 时 ) 。 电 
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瀛 完毕 后 取出 蜂 胶 直接 在 含 5 %HAc 的 四 色 染 色 NO GOES : 溴 酮 蓝 : 57S NOCERE: 
BIRBHB—10:20: 1: 1W/W) paai, THER CHILE) PRG. 

REL E do E 2S RE XE SA BERE E gr D e E PR (50, BAREN, 
FEL A 2o i S EE Ph A Jn i PEEL. 


三 、 分 子 量 测定 

1. Sephadex G-753& Ec idu 

Sephadex G-75 柱 (1 x 100E) 用 0,.0247 NaHCO。,pH7,2 缓 冲 液 加 0.2MNacCi 平 
衡 ， 流 速 每 小 时 为 24 毫 升 ， 以 280nm 蛋 白 监测 仪 测定 蛋白 吸收 峰 。 

碱 性 PhA 及 标准 样品 〈 饰 白 蛋 白 ， 枯草 杆菌 酶 、 BEAR, MARE, 核糖 核酸 
酶 》 各 2 塞 克 ， 分 别 淤 于 0.5 毫 升平 衡 缓冲 液 中 上 柱 。 以 蛋白 分 子 量 的 对 数 对 凝 胶 过 滤 
柱 洗 脱 体 积 作 图 (图 6 ) ， 求 得 夏 性 PhA 的 分 子 量 为 13, 700, 

2. pFH8.9S DS-X A M SERERE È 
电泳 l 
REPIARRERE (PAEH, MUR a (D sone 
HE, MAIER BEREE NEAR) 
A50BDE, FERBEEXCBSKORTRIIPENE EE 。 
方法 2。 电泳 完 毕 经 染色 ， 测 得 各 样品 电泳 Y 
的 迁移 率 对 蛋白 分 子 量 的 对 数 作 图 (图 6 )， ZI 
求 得 碱 性 PhA 的 分 子 量 为 14, 000, 
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四 、 等 电 点 的 测定 p EN M 
TEI'h A 


RERO. 52E XL AS RETE BE E 凝 胶 等 电 聚 
Bb CETEIMEE GEI 3) , MA 
型 接触 电极 测 得 碱 性 PhAA 的 等 电 点 789.3, 
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五 、 氨 基 酸 组 成 分 析 
9.---« pi 日 ,9 SDS- IE UJ AE ALICE NE PL ic 
称 取 纯 化 的 碱 性 PhA0.5 毫 克 ， qT0.55 e—e Sephadex 0-75 Wr; a 
$5.7 N ROSE CUB, JILA Z0 BET BS SCARE Z 图 6 AEPhAm£ 2T Y WX 


C1)， 然 后 真空 封闭 后 在 110°C 水 解 24 小 时 。 
另 取 一 份 样品 0.5 毫 克 ， 先 用 过 甲酸 氧化 ， COMSTRXERUS MUT e 除 过 量 的 过 申 


酸 ， 再 用 0.5 毫 升 5.7WY 重 燕 HCI 进 行 全 酸 水 解 。 水 解 完毕 ， 分 别 用 氮 基 酸 自动 分 析 仪 


(Hitachi 83578). 定量 测定 。 
所 基 酸 组 成 分 析 囊 明 〈 表 1) 这 一 纯化 的 碱 性 PhA 是 由 121 个 氨基 酸 残 基 所 组 成 。 


由 此 而 计算 的 分 子 量 为 13, 800， 分 于 中 含 ” 对 二 硫 键 。 


六 、PhA 栈 活性 测定 "8 
VAS 20S. 用 0 ,02N KOH 溶 波 滴 定 酶 解释 放出 的 脂肪 酚 ， 记录 不 同时 间 消 
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耗 的 KO 溶液 的 体积 ， 换 算 成 Ph 的 比 活 (脂肪 酸 窒 克 分 子 / 分 :毫克 醇 )， 测 得 纯化 的 
碱 性 PhA 的 酶 活性 比 活 为 17.76， ERE ETE TE 
3 和信。 (图 7 》) 


七 、PhA 酶 的 稳定 性 试验 


1。 温度 对 大 性 Ph.A 酶 活性 的 影响 
纯化 的 碱 性 PhA 用 0.05M Tris-HCl Zt mik, 
pH6.7 湾 解 ， 于 100c0C 水 浴 中 保温 不 同时 间 后 迅速 
冷却 ， 准 确 吸 取 等 量 样 品 将 液 进行 酶 活性 测定 ， 计 
ooo M s o 09 7 BISIERBISBAX. 结果 表明 100°C f 温 15 分 
4——À Ki(SODug! e——e Rt PRA Lt 00ug] Sig, NEEPhA GS ERETETEUI SR RR., (图 8) 
图 ?7 碱 性 PhAa 的 酶 活性 测定 2。 破 妥 白 酶 对 碱 性 Pd4 酶 活性 的 影响 
在 pH7.8，0.02J4 磷 酸 缓冲 液 中 ， 以 胰 和 蛋白 酶 
: MIEPhA— 1:50 (W/W) 比例 混合， 于 37°C 保 温 30 分 钟 ， 立 即 测定 PhA 酶 活性 ， 
测 得 其 酶 活性 为 原来 的 40% E 右 。 - 
(FB 9 ) 
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蛇毒 PhA 是 研究 得 最 为 深入 和 广泛 的 蛇毒 杉 类 之 一 ， 对 于 其 理化 性 质 已 有 深入 了 
解 ， 特 别 是 一 些 蛇毒 PhA 结 构 的 阅 明 ， 从 而 证 明 蛇毒 PhA 具 有 极 好 的 热 稳定 性 是 与 其 分 
子 中 有 含量 较 高 的 二 硫 键 (7 ~ 8 对 ) 这 一 结构 特征 密切 相关 。 除 此 之 外 ， 蛇 毒 PhA 分 
PF CEAfRUPRETEBETEURA) BONUM. HUARCUCRUSSEER ISI EAH OE EE S. TAE 
毒 PhA 所 具有 的 药理 和 病理 效应 相关 。 

如 同 其 他 蛇毒 PhA 一 样 ， 晶 蛇毒 碱 性 PhA 为 La” 激活， 具有 极 好 的 热 稳定 性。 我 
们 的 实验 表明 ， 碱 性 PhA 的 热 稳定 性 与 它 所 在 洲 液 的 pH 有 关 。 在 pH6 ,7 湾流 中 它 的 热 稳 
定性 良好 ， 但 在 pHi7.8 的 溶液 中 ，100"C 加 热 几 分 钟 ， 此 碱 性 FhA 就 完全 变性 而 析出 ， 酶 
活性 也 随 之 而 丧失 。 从 而 认为 是 蛇 毒 厌 性 Ph 人 A 在 酸性 条 件 下 稳定 性 较 碱 性 条 件 下 良好 。 
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性 完全 阅 失 。 这 可 能 是 因为 PhA 结 构 中 较 多 的 二 硫 键 及 氮 键 等 形成 了 紧密 的 空间 结构 ， 
从 而 增强 了 PhA 的 稳定 性 。 关 于 胰 蛋 白 醉 对 坚 蛇 毒 碱 福 PhA 酶 活性 的 影响 有 待 于 进一步 
研究 。 
许多 蛇毒 中 存在 多 个 Ph 的 同 工 栈 (11,123 ， 邵 眼镜 蛇 考 、 峻 蛇毒 中 分 别 有 7 个 同 工 
酶 。 现 在 ， 我 们 发 现在 浙江 屿 蛇毒 中 在 在 三 个 PhA 的 同 工 酶 ， 并 且 已 经 纯化 了 其 中 的 二 
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酸 残 基数 上 有 较 大 差异 ， 这 些 差 异 可 能 导致 各 自 的 等 电 点 的 不 同 。 

将 浙江 量 蛇 毒 中 已 经 纯化 的 二 个 PhA 同 工 酶 与 属于 不 同 亚 种 的 日 本 蜡 蛇 毒 中 的 二 个 
PhA 同 工 酶 相 比 较 。 已 发 表 的 日 本 蛇 毒 中 分 离 得 到 的 二 个 PhA5[8]， 其 中 之 一 是 碱 性 
PhA (Phospholipase A-I), 另 一 是 酸性 PhA (Phospholipase A-ID ,但 此 二 种 PFhA 都 不 
具有 突 触 前 神经 毒素 的 功能 。 上 比较 这 两 亚 种 坚 蛇 毒 中 已 报道 的 4 个 PhA， 它 们 的 氮 基 酸 
组 成 及 分 子 量 都 有 很 大 的 相似 性 ， 而 其 中 二 个 碱 性 PhA 更 为 相近 ( 见 表 1) 。 

表 1 碱 性 PhA 氨 基 酸 组 成 及 与 蜡 蛇 日 本 亚 种 的 比较 
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Ho X | Agkistrodon halys brevicaudus | Agkistrodon halys blomhotíii 
BERMEA | 突击 前 种 经 毒素 | MEWA- | MEWA- 

Lys | 18 9 17 8 
His 2 1 | 2 | l 
Arg $ | 6 6 4 
Asp | 14 | 16 [ 14 17 
Thr 4 | 6 5 
Ser 5 5 ! 5 ij à 
Gla | 8 | 13 | 6 12 
Pro j 5 3 | 5 | 5 
Gly 1 | 12 10 13 
Ala | 6 I 5 5 i ri 
Val i 5 3 4 | 4 
Met 3 2 | 3 2 
Ile | 4 5 | 7 7 
Leu 4 $ 5 | 3 
Tyr B 9 | 10 9 
Phe å 6 5 5 
1/2-Cys 14 14 14 16 
Try I 0 | 2 2 
REB ` 121 j 121 | 128 | 126 
TE | 18,800 | 12,700 | 13,800 | 13, 100 
Es 电 E | 8.3 | 10.0 4.0 
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ISOLATION, PURIFICATION AND PROPERTIES OF THE BASIC 


PHOSPHOLIPASE A FROM THE SNAKE VENOM OF 
AGKISTRODON H ALY S PALLAS IN ZHEJIANG 


Wu Xiang-iu Chen Yuan-chung 


(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia Sinica) 


ABSTRACT 


Two peaks with phospholipase A activity were found by DEAE-cellulose 


chromatography from the snake venom of Agkistrodon halys Pallas in Zhe- 
jiang, One of them was first cluted by tho equilibrium buffer, which was the 
basic phospholipase A, Another onc eluted by the buffer containing 0.147 
NaCl is composed of an acidic phospholipase A and the presynaptic neurotoxin, 


which had been reported in the preceding paper. 
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In this paper, we report the purification and properties of the basic 
phospholipase A,The enzyme was further purified by P-cellulose, CM-Sephadex 
C-59 and Sephadex (6-78 chromatographies,. This purified protein appeared to 
be a single band on polyacrylamide gel electrophoresis, Its molecular weight 
is about 13,800, composed of 121 amino acid residues, rich in 1/2cyvstine 
(14), Tyrosine, glycine and proline, its isoelectric point is 9,3. 

Like the other phospholipase À found in snake venoms, the basic phos- 
pholipase A exhibits extreme heat-stability, It remains part of its activity by 


treating with trypsin, 


